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論文内容要旨
 ζ目的】
 気管支喘息症例の喀痰には多数の好酸球が認められ,好酸球が気管支喘息の病態に重要な役割
 をはたしていることが知られてきている。好酸球の気道への集積及びその血管から気道内腔への
 遊走には,主として血管内皮と気道粘膜上皮の2っのバリアーが存在し,血管内皮層を通しての
 好酸球の遊走機序は明らかにされている。しかし,気道上皮層の通過機序は未だ検討されていな
 い。形態学的に気道上皮間のtightlunctionは血管内皮間より強固なものと考えられ,好酸球
 の気道上皮間の通過機序は,血管内皮間と異なると考えられる。その相違は,気管支喘息におけ
 る粘膜下浮腫形成と気道上皮の障害の発生に関係していると考えれらる。そこで,ヒト気道培養
 上皮細胞を用いて好酸球の通過機序を検索した。
 K方法遇
 死後6時間以内の剖検肺の気管より酵素処理にて気道上皮細胞を分離し,コラーゲンを前
 もってコーティングした3μmの大きさの穴のあいたフィルター膜上に,それを播いて
 Air-interface法で気道上皮細胞を増殖させ膜面全体に広がってconfluentの状態になるまで培養
 した。これを組織培養用プレートに置き,上室(管腔側)と下室(漿膜側)に分けた。次に,気
 管支喘息症例の末梢血より,好酸球を,Percoll不連続密度勾配法にて分離し,51Crをラベルし
 て下室に加えた。
 [1]PAF(血小板活性化因子)(10-8M)のみ,PMA(10-5M)又は,PAF(10-8M)+PMA
 (10一5M)を上室に加え,4時間(37℃)でインキュベート後,上室からのmediumの放射活性
 を測定して求めた。また,スタウロスポリン(10-7M)(プロティンカイネースC阻害斉」)で1
 時間,上皮細胞を前処置後,PMA(10-5M)を上室に加えて同様にして検索した。次に,PAF
 (10一日M,10-6M)を直接下室に加えて好酸球を活性化し,上室にPMA(10-5M)を加えて検
 索した。
 [2]PAF(10』8M)のみ,PMA(10-5M)又は,PMA(10-5M)+PAF(10一5M)を上室
 と下室に加え,同時に3H一マニトールを下室に加えて30分間(37。C)インキュベートしその透
 過性を求めた。次にPAF(10-6M)で活性化した好酸球より得られた上清を上室と下室に加え,
 また上皮細胞をデキサメサゾン(10-5M)で8時間,インドメサシン(10-5M)で1時間,ス
 タウロスポリン(10-7M)で1時間それぞれ前処置して,無処置のものと同様にして比較した。
 [3]好酸球をフェニドン(フォスフォリパーゼA2阻害剤,10-5M),AA861(5リポキシゲ
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 ナーゼ阻害剤,10一5M)で前処置後,PAF(10-6M)で活性化し得られた上清を,それぞれ上
 室と下室に加えて,無処置の活性化好酸球の上清と透過性を同様に比較した。
 [4]上皮細胞をICAM4(細胞間接着分子)のモノクロナール抗体で1時間前処置した後,
 PMA(10㎜5M)を上室に加え,同時に好酸球を下室に加えてPAF(10-6M)で直接,活性化し
 て無処置の上皮細胞と4時間後の好酸球の通過性を比較した。またその上皮細胞を,ICAM-1の
 モノクロナール抗体で免疫染色を行った。
 【結果】
 [1]PAF(10}8M)は,対照に較べて好酸球の通過性は有意に増加しなかったが,PMA
 (10一5M)では,597%と有意に増加した(P<0.01)。また,スタウロスポリン(10-7M)は,
 その増加を有意に抑制した(P<0.01)。好酸球をPAF(10-6M)で活性化すると,さらに有意
 に好酸球の通過性が増加し,濃度依存性があった。[2]PAF(10-8M)単独では,対照に較べ
 て3H一マニトールの透過性を有意に増加させなかったが,PMAでは有意に増加させた(P<
 0.05)。活性化好酸球よりの上清は451%と有意に増加させた(P<0.05)。培養上皮細胞をイン
 ドメサシン(10-5M),スタウロスポリン(10-M)で前処置すると対照に較べてその透過性は
 有意に抑制された。[3]好酸球をインドメサシン(10-5M),AA861(10-5M)又はフェニド
 ン(10-5M)で前処置後得られた上清も有意にその透過性を増加させた。[4]培養上皮細胞を
 ICAM-1の抗体で前処置しても,PMA(10-5M)で上皮細胞を処置し,同時にPAF(10一5M)
 で好酸球を活性化すると好酸球の通過性は抑制されなかった。また,免疫組織学的染色により,
 PAF(10一6M)とPMA(10-5M)で処置した培養上皮細胞は,ICAM-1の発現が強く認められ
 た。
 【結論彊
 活性化好酸球は,ヒト気道培養上皮細胞の通過性を増した。それには気道上皮細胞のプロティ
 ンカイネースCの活性化が重要であることが示唆された。さらにこれらのメカニズムは,血管
 内皮と異なり,気道上皮細胞のPAF刺激では好酸球の通過は促進されず,また,接着分子
 ICAM4の発現もその通過には重要な役割を果たしていないことが示された。これらの知見は,
 気管支喘息の病態を理解する上で重要であると考えられた。
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 審査結果の要旨
 気管支喘息症例の喀痰及び気道内には多数の好酸球が認められ,気管支喘息の病態を大きく規
 定している。好酸球の気道への集積及びその血管からの気道内腔への遊走には,主として血管内
 皮と気道粘膜上皮の2っのバリアーが存在する。血管内皮層を通しての好酸球の通過機序は多く
 の検索から既に明らかにされているが,気道上皮間の通過機序については未だ検討されていない。
 従って本研究では,invi七roでヒト気道上皮培養細胞層を用いて,好酸球の通過機序を検討した。
 血小板活性化因子(PAF)は,対照に比べて好酸球の通過性を有意に増加させなかった。プロ
 ティンカイネース(PKC)刺激剤PMAでは,有意に増加させた。PKC阻害剤スタウロスポリ
 ンは,その増加を有意に抑制した。これは,血管内皮と異なり,気道上皮細胞のPAF刺激では
 好酸球の通過が促進されないことを示しており,また,気道上皮細胞のPKCの活性化が好酸球
 の通過に重要であることを示唆している。また,好酸球をPAFで刺激すると,さらに有意に好
 酸球の通過性が増加し,その濃度依存性がみられた。これは,活性化された好酸球が,培養気道
 上皮細胞層を通過することを示している。次に,3H一マニトールのヒト気道培養上皮層間の透
 過性検討した。PAF単独では対照に比べてその透過性を有意に増加させなかったが,一方,
 PMAは有意に増加させた。更に,活性化好酸球より得られた上清は有意にその透過性を増加さ
 せた。これは,上清中に好酸球より遊離した物質が培養上皮細胞に作用して透過性を増したこと
 を示している。培養上皮細胞をスタウロスポリンで前処置すると対照に比べ透過性は有意に抑制
 された。これは,活性化好酸球から遊離された物質が上皮に作用しPKCを活性化していること
 を示している。好酸球を,フォスフォリパーゼA2阻害剤フェニドン及び5リポキシゲナーゼ阻
 害剤AA861で前処置後に得られた上清も有意にその透過性を増したことより,その透過性を増
 加させた物質は,アラキドン酸以外のものが考えられた。加えて接着分子ICAM-1に対する抗
 体で上皮を前処置しても活性化好酸球の通過は抑制されなかった。これは血管内皮と異なりICA
 M-1の発現は,その通過には重要な役割を果たしていないことが示された。このシステムは,
 世界で初めて確立したものであり,漿膜側から管腔側への生理的な好酸球の通過性の検討が可能
 である。また,3H一マニトールの透過性と対比検討することにより気道上皮の役割を明確にす
 ることができた。加えて,ICAM-1の抗体を用いて接着分子の役割についても検討を加えてい
 る。本研究により好酸球の気道上皮層を通過する機序は血管内皮層のものと異なることが示され,
 得られた知見は気管支喘息の病態解明に大きく貢献するものと考えられる。従って本研究は,学
 位論文に十分に値するものと考えられる。
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